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系统的影响。结果表明，在实验浓度下 Pb 对双孢蘑菇菌丝体的生长率无显著性影响，且菌丝体中 Pb 含量
随着培养基中 Pb 浓度的增加而升高，达到 10.40 μg/g。扫描电镜和透射电镜结果显示，Pb 胁迫下菌丝体的




节自身抗氧化酶系统适应 Pb 胁迫环境，据此在 Pb 污染的生物修复中具有应用潜力。 
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Abstract  Lead (Pb) is one of the most common heavy metal pollutants in the environment. It not only directly 
poisons soil organisms and destroys the ecological structure, but also can migrate and transform through the food 
chain and harm human health. Therefore, the treatment of Pb pollution is extremely urgent. Due to its strong metal 
enrichment ability and high relative annual biomass, macrofungi have certain advantages in the remediation of 
heavy metal pollution. In the present study, the mycelium of Agaricus bisporus was exposed to different 
concentrations of Pb to evaluate its growth, morphology and the activity of antioxidant enzymes. The results 
showed that in the experimental concentrations of Pb, the mycelium growth had no significant effect, and the 
accumulation of Pb was found to increase in a concentration-dependent manner reached to 10.40 μg/g. The results 
of scanning electron microscopy and transmission electron microscope showed that the cell structure of mycelium 
was damaged and the membrane permeability was increased under Pb treatment. The black particles in the cells 
were found to be lead by X-ray energy dispersive microanalysis (EDX) which indicated that Pb was accumulated 
in the cell. Malondialdehyde contents increased with increasing Pb concentration. The activities of antioxidant 
enzymes such as superoxide dismutase (SOD), peroxidase (POD), catalase (CAT) and ascorbate peroxidase (APX) 
have different degrees of response with the increaseing of Pb concentration. When the enzyme activity reached its 
maximum, it increased by 56.45%, 61.36%, 13.08% and 10.59%, respectively, compared with the control. This 
study signifies that A. bisporus can adjust its own antixodant enzyme stystem to adapt to Pb stress, suggesting that 
A. bisporus has application potential for the remediation of Pb.    
















（Lycoperdon pratense Pers.）和点柄粘盖牛肝菌[Suillus granulatus (L.) Roussel]两种外生菌根真菌对 Pb 都具
有一定的耐受力和富集能力，其对 Pb 耐受的机制可能通过提高抗氧化酶的活性以清除 Pb 胁迫产生的氧来
实现[8]。 
双孢蘑菇（Agaricus bisporus (Lange) Sing），是世界上栽培面积最多的一种大型真菌，有研究报道其
可从水溶液中去除 Pb 离子[9]、铜（Cu）离子[10]和镉（Cd）离子[11]等；双孢蘑菇对重金属污染土壤具有生
物修复作用及对杀虫剂具有生物富集作用[12]。采用双孢蘑菇和糙皮侧耳两种大型真菌对金属-有机物混合污






    供试菌株：双孢蘑菇（AS2796），由福建省漳州市九湖食用菌研究所提供。 
培养基：马铃薯葡萄糖琼脂（PDA）培养基：土豆 200 g，葡萄糖 20 g，琼脂 20 g，水 1000 mL。 
固定液：0.1 mol/L pH7.6 磷酸缓冲液配制的 2.5%戊二醛（2%多聚甲醛+0.05% CaCl2）。 
试剂：硝酸铅、葡萄糖、琼脂粉等均购于国药集团化学试剂有限公司。超氧化物歧化酶和过氧化氢酶
测定试剂盒购于南京建成生物工程研究所。 
本实验使用的仪器：电感耦合等离子体（ICP-MS，PE Elan DRC-e，美国 PE 公司），扫描电镜（JSM-6390LV，
日本电子株式会社），透射电镜（ JME-2100HC，日本电子株式会社），X 射线能谱（EDX，XMV 
ATC-ZZRD-0206，FEI 中国）。 
1.2 重金属处理培养 
    经过预实验，PDA 培养基中加入 10 mg/L 的 PbNO3溶液，不会影响菌丝体的正常生长，本实验设置培
养基中 Pb 浓度分别为 0、0.25、0.50、0.75 和 1.00 mg/L，待培养皿中培养基冷却凝固后，将 6 mm2 长势良
好的双孢蘑菇菌丝块倒置接种于培养基正中心，培养皿置于 24 ℃恒温培养箱中静置培养 14 d，以 Pb 浓度
为 0 mg/L 作为对照组，重复 3 次。  
1.3 测定指标 
1.3.1 菌丝生长速率测定    在 90 mm 培养皿中接种培养之后，待菌丝长过菌块肩部时开始记录。每隔 5 d
用记号笔在菌丝生长前端画线，并用游标卡尺测量菌丝生长前端距中心菌块的距离，计算日平均生长速率
（cm/d）[14]。 
1.3.2 重金属含量检测    培养15 d后将长势良好的菌丝刮取下来于表面皿中，于烘箱中80 ℃烘干菌丝后，
置于研钵中研磨成粉末状后，准确称取 0.2 g 粉末状菌丝于微波消解仪罐内，加入 8 mL 30%过氧化氢溶液，
进行微波消解。样品消解后，将液体转移至容量瓶中定容至 50 mL，加热除酸后用 0.22 μm 滤膜过滤，利
用 ICP-MS 测定样品中 Pb 的含量[15]。 
1.3.3 扫描电镜观察菌丝生长状况    将无菌、边长 5 mm 左右的盖玻片斜插入（斜角 45°为宜）铅浓度为
1 mg/L 的接有双孢蘑菇菌种的培养基上，24 ℃下静置培养 14 d 后，将盖玻片去除，菌丝经固定、脱水、
冷冻干燥、喷金等步骤制片，扫描电镜观察，拍照[16]。 
1.3.4 透射电镜结合 X 射线能谱观测菌丝中铅的富集情况    收集在 Pb 浓度为 1 mg/L 条件下生长 14 d 的
饱满菌丝，切成 1 mm3大小后放在预冷的固定液中，经前固定、清洗、后固定、脱水渗透、包埋、切片、
染色后用透射电镜进行观察，拍照[17]。然后采用 X 射线能谱分析（X-ray Energy Dispersive Microanalysis，
EDX），对样品细胞内容物进行元素分析[18]。 
1.3.5 丙二醛含量及电解质渗漏率的测定    丙二醛（MDA）含量采用硫代巴比妥酸法测定[19]。 
    接种培养 15 d 后，用 5 mm 打孔器对生长良好的菌丝体打孔，每个浓度分别获得 30 个直径为 5 mm 的
菌丝块。将菌丝块装入含有 20 mL 去离子水作为浸提液的烧杯中，25 ℃恒温放置 1 h，搅拌均匀后用电导
率仪测定浸提液的电导率 EC1，然后将烧杯放入沸水浴中浸提 10 min，取出自然冷却后补足去离子水到 20 
mL，测电导率 EC2。相对渗透率=（EC2/EC1）×100% [20]，设去离子水的 EC 为 1。 
1.3.6 相关抗氧化酶活性的测定    酶液制备：小心刮取长势良好的双孢蘑菇菌丝，以生理盐水为提取剂，
按质量:体积=1g 菌丝:9 mL 生理盐水的比例称取菌丝质量，在冰水浴中研磨制备酶液的匀浆液，而后在 4 ℃，





数据采用 Microsoft Excel 2010 软件进行处理，用 SPSS 18.0 进行单因素方差分析。 
 
2 结果和讨论 
2.1 培养基中 Pb 对双孢蘑菇菌丝日均生长速率及 Pb 含量的影响 
    不同浓度铅胁迫下双孢蘑菇菌丝生长情况及 Pb 含量如图 1 所示：从图 1A 中可以得出在培养基中 Pb
浓度为 0~1 mg/L 范围内，菌丝体培养 14 d 后，Pb 胁迫组和对照组的菌丝生长旺盛，菌丝状态良好，没有
出现枯黄现象，菌丝长满 90 mm 的培养皿。通过测定菌丝的日均生长速率进一步确认 Pb 胁迫对菌丝生长
的影响，结果如图 1B 所示，在培养基中 Pb 浓度为 0~1 mg/L 范围内，菌丝的日均生长速率分别为 0.16，
0.17，0.19，0.17 和 0.18 cm/d，无显著性差异，说明 Pb 对双孢蘑菇的菌丝生长率没有显著性影响，可以进
行后续的实验研究；收集 Pb 胁迫后的菌丝体测定其中的 Pb 含量，结果如图 1C 所示，随着培养基中 Pb 浓




2.2 扫描电镜观察 Pb 胁迫下双孢蘑菇菌丝生长状况 





图 1  铅对双孢蘑菇菌丝生长（A）、菌丝日均生长率（B）及 Pb 含量（C）的影响。其中图 A 中 1~5 分别
表示 Pb 浓度为 0、0.25、0.50、0.75、1.00 mg/L；图 B 和 C 中小写字母不同表示有显著性差异（P＜0.05）。 
Fig. 1  The effects of Pb on mycelia growth (A), growth rate (B) and Pb content (C) in A.bisporus. 1~5 in 
Fig 1A represented the concentration of Pb which are 0, 0.25, 0.50, 0.75 and 1.00 mg/L. The small letter in fig 1B 
and 1C indicated there were significant differences (P<0.05).  
菌丝间连接致密，呈现密集的网状分布，图 2B 中对照组菌丝粗壮，内部有褶皱。从图 2C 和 2D 观察到 Pb
处理组的菌丝排列较对照组规则，菌丝粗细均匀，菌丝内部光滑，说明 Pb 胁迫下菌丝的生长率虽然不受影
响，但是其对菌丝的结构有一些影响。杨春香采用扫描电镜研究了不同浓度 Cd 对姬松茸菌丝生长的影响，





2.3 透射电镜结合 X 射线能谱分析菌丝中 Pb 的富集情况 
采用透射电镜观察在 Pb 胁迫条件下菌丝细胞结构状态，结果如图 3A、B 所示。由图可知，对照组中
细胞结构完整，内部细胞器清晰，而在 Pb 胁迫下，细胞内部变得空洞，并且有明显的黑色颗粒堆积。黄敏
敏等采用透射电镜观察 Cd 对姬松茸菌丝细胞超微结构，Cd 浓度在 0~7 mg/L 范围内，菌丝体细胞壁有轻微
损伤，细胞内液泡变大，内含物减少，随着 Cd 浓度增加，细胞壁、膜断裂，线粒体减少，当 Cd 浓度大于
42 mg/L 时，细胞完全自溶[24]。这与我们的实验结果类似，在 1 mg/L Pb 作用下，双孢蘑菇菌丝体细胞内含
物减少，细胞壁结构模糊、断裂。而我们进一步采用 X 射线能谱对细胞中黑色颗粒进行元素分析，结果如







图 2  Pb 胁迫下双孢蘑菇菌丝的扫描电镜图。其中 A、B 为对照组，C、D 为 1.00 mg/L Pb 处理
组。 
Fig. 2  Scanning electron microscope of A. bisporus under the treatment of Pb. A and B were 
control samples, C and D were treated by 1.00 mg/L Pb. 
 
         
 
 
图 3  Pb 胁迫下双孢蘑菇菌丝透射电镜图（A、B，×5000）和 X 射线能谱分析结果图（C、D）。其中 A、C
对照组，B、D 为 1 mg/L Pb 处理组。 
Fig. 3  Transmission electron micrograph (A, B) and X-ray energy dispersive microanalysis (C, D) of A. 




2.4 Pb 胁迫对双孢蘑菇菌丝中 MDA 含量及电解质渗漏率的影响 
机体在逆境胁迫下会产生自由基，从而攻击细胞膜中的脂肪酸，引起脂质过氧化，产生脂质过氧化
物如 MDA 等，因此组织内 MDA 含量的高低反应了膜脂过氧化水平[25]，可以以此判断菌丝体细胞受损伤
的程度。从图 4A 的结果可知，MDA 含量随着 Pb 浓度的增加而呈增加的趋势，与对照组相比存在显著性
差异（P<0.05），可推测在 Pb 胁迫下菌丝体内的自由基攻击细胞膜，引起脂质过氧化，产生脂质过氧化物。
韩航等研究了类芦在 Pb 胁迫下其叶片中的 MDA 含量随着 Pb 浓度升高而迅速增加[26]，金丝草在 Pb 胁迫下
其叶片和根系中 MDA 含量迅速增加，植物在 Pb 胁迫下体内会产生多种活性氧，造成膜脂过氧化毒害[27]，
这与我们的结果相一致，说明在大型真菌中 Pb 胁迫也会造成膜脂过氧化。而当细胞膜的结构受到破坏时，
细胞膜透性会增加，细胞内电解质发生大量的外渗，从而引起电解质渗漏率的增加，所以可以用相对渗漏
率的大小来表示细胞膜结构的完整性。从图 4B 的结果可知，在不同浓度 Pb 胁迫下，双孢蘑菇菌丝的相对
渗透率相比于对照组有显著性差异，说明细胞膜完整性受到一定的破坏，这与扫描电镜的结果相一致。罗









图 5A 的结果表明 SOD 酶活性随着 Pb 浓度的增加呈现先增加后减少的趋势，当铅浓度为 0.75 mg/L 时，SOD
酶活力相比对照组增加了 56.45%，与对照组之间存在显著性差异（P<0.05）。POD 酶活力随着 Pb 浓度增加
呈现先升高后减少再升高的趋势，在 Pb 浓度为 1.00 mg/L 时达到最大，相比对照组增加了 61.36%，存在显
著性差异（P<0.05），如图 5B 所示。CAT 酶活力随着 Pb 浓度增加呈现先升高后减少再升高的趋势，在 Pb
浓度为 0.25 mg/L 时达到最大，相比对照组增加了 13.08%，存在显著性差异（P<0.05），如图 5C 所示。图
5D 结果表明 APX 酶活力随着 Pb 浓度增加呈现先升高后减少再升高的趋势，在 Pb 浓度为 0.50 mg/L 时达
到最大，相比对照组增加了 10.59%，存在显著性差异（P<0.05）。Xu 等研究了 A. bisporus 对重金属的耐受
及富集作用，结果发现在长期或短期的 Pb 胁迫下，菌丝中 SOD、POD 和 CAT 酶活力都出现了明显的上升
趋势，菌丝中抗氧化酶系统被激活[29]。 
在 Pb 胁迫下，双孢蘑菇菌丝启动了抗氧化酶保护系统，可以及时清除自由基，使得细胞得以维持正
常的生理水平。SOD 主要是通过催化超氧阴离子自由基发生歧化反应，生成 H2O2 和 O2，从而消除 O2-对细
胞的损害，生成的 H2O2 由 CAT 或 POD 进一步分解为 H2O。因此，SOD 的抗氧化作用需要 CAT 或 POD 的
参与和协同才能体现。在低浓度 Pb 的胁迫下，细胞内形成的活性自由基较少，SOD 活性被激活，同时也
激活了 POD 活性，随着 Pb 浓度的继续增大，氧自由基的浓度增加，SOD 的活性也相应增加，当二者间的
平衡被打破后，SOD 活性受到抑制，甚至失活。组织中高浓度的 H2O2 主要依靠 CAT 清除，从而使其控制
在较低的水平，在一定的胁迫浓度范围内，CAT 酶活性受到活性氧的诱导而提高，发挥抗氧化作用，但当




图 4  Pb 胁迫对双孢蘑菇菌丝中 MDA 含量（A）和电解质渗漏率（B）的影响。同一项中不同字母表示在
P < 0.05 条件下差异显著。 
Fig. 4  MDA content (A) and relative permeability (B) of A. bisporus under the treatment of Pb. Different 
letters in the same category indicate significant difference at P < 0.05. 
POD 和 CAT[22]。当 Pb 浓度达到 1.00 mg/L 时，SOD、CAT 和 APX 酶活性降低，可能与菌丝体中酶合成体






3 结 论 
本实验研究结果发现在培养基中 Pb 浓度为 0~1 mg/L 范围内，双孢蘑菇的生长不受影响，生长率无显
著性差异，但细胞膜结构的完整性受到一定的破坏。随着培养基中 Pb 浓度的升高，菌丝体中 Pb 含量也逐
渐升高，呈现浓度效应。同时在 Pb 胁迫下，菌丝体中脂质过氧化产物 MDA 含量随着 Pb 浓度的增加呈现










图 5  Pb 胁迫对双孢蘑菇菌丝中 SOD（A）、POD（B）、CAT（C）和 APX（D）酶活力的影响。同一项中不同字母
表示在 P < 0.05 条件下差异显著。 
Fig. 5  The activity of SOD (A), POD (B), CAT (C) and APX (D) of A. bisporus under the treatment of Pb. Different 
letters in the same category indicate significant difference at P < 0.05. 
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